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Procede de detection de la presence d'une sequence d'acide nucl&ique telle qafmx gene ou fragment de gene dans une 
composition ou echanrillon presumi la contenir. Elle est caxactfaisee en ce que l'on met en contact cette composition avec 
une sonde contenant un acide nucleique complementaire de 2a sequence d'acide nncl&ique ou du gene recherche dans des 
conditions permettant notamment cette hybridation, ladite sonde port ant au moins un groupe N-2-acetyIaminofInor&nc 
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nofluortne ou prealablement prepares vis-a-vis de la sonde portant des residues d'acetyIaminofluor$ne, 
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Sonde contenant un acide nucleicrue modifie et reconnais- 
sable par des anticorps specif iques et utilisation de 
cette sonde pour detecter et caracteriser une sequence 
d'ADN homologue 



10 



15 



L' invention est relative a une sonde contenant 
un acide nucleique modifie et reconnaissable par des 
anticorps specif iques et S 1 'utilisation de cette sonde 
pour detecter et caracteriser une sequence d'ADN homo- 
logue dans un echantillon susceptible de le contenir. 
Plus particulierement 1' invention concerne une sonde 
modifies chimiquement de telle sorte qu'elle pnisse, apres 
hybridation aveo la sequence d'ADN homologue recherchie, 
etre detects© par des anticorps specif iques a l'egard de 
la sonde elle nteme. 

II est connu" que des ADN sont susceptibles de 
reagir dans des conditions appropriees avec des' substances 
carcinoorenes, telles que le N-aeetoxy-N-2-acetylaminofluo- 
rene,pour former un produit susceptible d'etre reconnu pax 
des anticorps formes ,d' une 'part, contre le N-2 (guanosine- 
6-yl) -acetylaminof lubrene et,d 'autre part contre les manes 
ADN modifies par le N-acetoxy-N-2-acStylaminofluorene. 
Ces techniques ont notamraent ete dScrites dans un article 
.de Gilbert de MDHCIA et collaborateurs intitule "Visuali- 
sation par microscopie electronique des sites de fixation 
du N-acetojcy-N-2-acetylaminofluorene snr un ADN de Co IE i 
au moyen d' anticorps specif iques " (Proc. Natl. Acad.Sci USA, 
tome 76;n° 12, 6 076 - 6 080 Dec. 1979) 1 ! 

Dans les conditions decrites par ces auteurs 
il est possible de modifier de 0,07 a 0,15 % des bases 
de 1 'ADN traits par le N-acetoxy~N-2-acetylaminofluorene r 
les points de fixation de cette derniere substance chimique 
sur l'ADN pouvant ensuite etre reperes par microcospie 
Slectronique, -apres reaction prgalable de l'ADN ainsi modi- 
fie avec des anticorps du genre sus-indique* prealablement 
formes chez le lapin, puis avec des anti-iramunoglobulines 
de lapins marques a la ferritine. La technique dfScrite 
permet par consequent de distlnguer des ADN natifs sains 
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et des ADN ayant StS soumis a 1- action de substances 
carcinogenes . 

V invention repose sur la decouverte que la 
.modification d'une sequence d'ADN par le N-acetoxy -N-2- 
5 acetylaminofluorine n'alterait pas, apres denaturation pre- 
alable de cet ADN modifie, Sa capacity de s'hybrider avec " 
une sequence compl&mentaire d'ADN ne portant pas de tels ' 
coupes de modification, lorsque ces sequences sont pla- - 
cees dans des conditions peunettant une telle hybridation. . 
10 L'inventSon tire profit de cette decouverte pour proposer 
nn procSde perfection^ de detection de la presence even- 
tuelle et de la caracterisaticn d'une sequence ou d'un " 
fragment determine decide nuclei,* nbtamment d'un gene 
au sein d'une composition susceptible de l e contenir. 
1 " P r ° c «de selon l- invention est caracterise 

en ce que l'on met en contact avec la composition presumee 
contenir une sequence ou un fragment determine d'acide 
nnclSxque, une sonde eontenant un acide nucleique comple- 
mentaire susceptible de s'hybrider avec la sequence d'acide 
nucleique ou le gine recherche, l a sonde itant plus parti- 
culierement caracterisee en. ce qu'elle porte *u noins un arcane 
H-2 acetvlaminofluorBne fixe de fagon covalente S au mo ins 1'une 
des bases de'-cette sonde, l^ventuelle presence de la 
sequence d'acide nucleique on de gene recherche etant 
25 ensuite revelable par action d'anticorps efficacy vis-a- 
vis de la N-2-(g UaDOs i Iie -8-yl^cStylaminofluorene ou prea- 
lablement prepares vis-a-vis de la sonde portant des residue 
d acetylaminof luorene (ci-apres denomm€s DNA-AAF) . 

30 . 11 va de soi 9P« proeede revendiqug dans le 

cadre de la presente demande s'itend i 1 'utilisation de - 
• tout autre groupe chimique finable sur un ADN dans les 
conditions decrites par de MDRCIA et coll. 

Naturellement, il va de soi que le DNA-AAF 
35 utilise comme sonde est mis en presence** Vjm aetudier dans 
des conditions permettant le reappariment de siquences 
compistaantaires, ce qui implique naturellement une denatura- 
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tian prealahle dans des conditions bien connues des ADN sus- 
ceptibles de s'hybrider ittutuelleinent.- 

Apres hybridation. I'ADN-AAF non hybrids - 
de fagon spScifique est de preference Slimine par ringage 
5 avant que l'on ne procede a la detection des hybrides 

formSs, notamment par leur mise en presence avec des anti- 
corps anti-DNA-AAF, cnii peuvent alors se fixer sur la 
sonde a la fois modifiSe et hybridSe avec la sequence 
d'ADN rechercheer lorsque celle-ci etait pr£sente dans la 
10 composition utilisSe* 

Apr&g ringage des anticorps excedentaires encore 
presents, les anticorps fixSs peuvent §tre, soit pr£cipit§s, 
soit r§v§lSs> 

De preference/ la revelation est faite att moyen 
15 d'un anticorps anti DNA-AAF 7 avantageusement marquS 
par* une enzyme dont on peut ensuite detecfcer ou doser 
l*acfcivifc§ vis-i-vis d'un sibstrat spScifique. Avantageusanent 
.on utilisera celles des enzymes qui sont susceptibles d'in- 
duire une reaction colorSe au- niveau des substrats corres- 
20 pondants. 

La revelation 3 l'aide d r enzymes donnant des 
rfiactions color Ses est trSs rapid© . 

La methods est tr§s sensible , surtout si on 
" utilise des systSmes amplif icateurs (chapelets,. arbres 
25 ou boules d 1 anticorps associes 3. des enzymes) r de sorte 
- qu^elle peonette de localiser des genes apr&s hybridation 
in situ sur des chromosomes r par exemple dans le cas de 
diagnostics prSnatals . 

' La mSthode peut §tre quantitative, par mesure 
30 de 1' intensity de la coloration. 

Des caraeteristiques suppl§mentaires de 
l f invention apparaitront encore au cours de la descrip- 
tion qui suit d'un exemple type de mise en oeuvre du 
procgdS selon l f invention. 
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On a fait usage des matiSres et methodes suivantes t 
Les .A D N : 

- ADN de phage pBR 322 portant une sSquence de 

- gSne de ribosome de hamster de 6,6 kb ins§r§e au site EcoRI 
5 (cl3nc FWB 6) 

- ADN distinct de phage X 57 coinme tSmoin negatif . 
L'A D N trait§ 3 j'A A F (DNA-AAF) 

De I. 1 ADN du cl6ne PWE6 a Ste linSarise (par l'en- - 
zyme de restriction Sal I) et trait§ a l'AAF selon la 
10 technique decrite par G, de . MURCIA et al (PNAS vol. 76 
N* 12 p. 6 076 - 6 080 1979) 9 Le norabre des guanines mo- 
difiSes a ete estimS a 24 du nombre de paires de bases 
par mesure de la density optique a 305 nm et 260 nm. 

. Les anticorps : 
15 - serum DNA-AAF obtenu par immunisation d'un lapin 

- anticorps ant£ Guo-AAF de iapin purifi§ sur 
colonne d T aff init§, - k • 

- anticorps de cheyre anti IgG de lapin liSs a de 
la ; peroxydase. 

20 Les anticorps ont St§" obtenus dans les conditions 

decrites dans l f article susdit* 

Essai de dStectipn du DNA-ARF 

Des quantites variables de * DHA-AAF ont &t§ d£po- 
s§qs sur des filtres de nitrocellulose- (Schleicher et 
25 SchOll, type BA 85) de 5 mm de diamStre. 

L T ADN a prealableraent ete dilue dans une" solution 

2 x SEC et dSnature a 100°C, pendant 5 minutes. - • 

Apres depotr les membranes ont ete mises au four 3 
80*0 pendant. 2 heures, 
30 ■ Les membranes ont ensuite §t& trait Ses avec une 

solution 3% albumifte bovine' (SIGMA ref- A. 7888), 1 SSC, 

3 40 Q C pendant une heure r puis incubees 30 minutes a 
temperature ambiante dans la mime solution en presence 
d* anticorps anti-DNA-AAF ou anti-Guo-AAF de lapin a 

35 2 /i^ral final. 

AprSs incubation , les membranes ont §t§ lavees 
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7 fois avec du PBS, 3 temperature ambiante, puis mises 

a incuber 30 minutes dans une solution 3% albumine bovine, 

1 SSC' contenant des anticorps de chSvre anti IgG de laoin 

■ liSs a de la peroxydase 3. 2 /ig/ml final. 

5 Apres lavage 7 fois avec du PBS,* la rSa^tion 

colorge a &t€ faite par addition de la solution suivante, 
preparSe ex tempo ran emen t : 

- 2 mg de -3 -amino 3 ethylcarbazoi (SIGMA ref . 

a 5754) dissous dans 0,5 ml de N-W f dimethyl formamiae, 
^ " 9,5 ml de tampon acetate ac&tique 0,05 M pH 5,1, 

- 10 pi &'E 2 0 2 (Merk ref. 7209) 

Test d fl hybridation avec du DNR-AAP utilisi' c'oimne sonde . 
DSpot de guantites Variables de DNA PWE 6 : 
■ 1) 100 ng 
15 2) 10 , n<J " . • 

3) i m 

4) ioo pg - 

Aures dSp&t, les f litres sont mis- a 8t)°C pendant 
2 heures, puis r>rShybridgs 4 heures £ 68 °C dans une 
- 20 solution 6.x SSC et 10 x Denhardt. 
( 1 x Denhardt - nontenant z 

0,02% de Polyvinyl pyrollidone, 

0,02% du .rSactif commercialism sous la 
designation PICOLLE 400 mr la 
5ocigtg"Phar2nacia fine Cfiemicals". 

25 ■ ' 0,02% d 1 albumine bovine ) 

lis sbn-t ensuite hybrid^s *dans une solution 

2 x SSC 1 x Denhardt en prSaence de 200 ^ul par ftaribrane de solution 

de EWA.-AAF prSalablenent denaturS contenant respectivsnent r 

10 ng/ral final 

1 ng/inl final et 

100 pg/ml final 

Apres hybridation, les filtres ont §te lavSs 
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puis incubes pendant 1 heure 5 40°C dans vine solution 
contenant 3% d'albumine & l xSsc - La suite des opSrations 
. ■ a gtS faite coirane precedemment (mise en prSsence avec des 
anticorps anti-DNA-AAF ou anti Guo-AAF, lavage PBS, 
5 " anticorps -f peroxydase,* lavage PBS et fSvSlation) . 

Apres rfrvSlation on observe des taches colorees 
dont V intensity (plus forte pour les concentrations 
ilevSes, .plus faible pour des concentrations basses d T ADN) 
dgpend de la quantity d'ADN hybrid^. 
10 La laethode de d&fcection sus-indiqu§e a conduit 3. 

des rSsultats entiSremeut nSgatifs au tenne d'essais 
d 1 hybridation rSalisSs entre le temoin nSgatif {utilise 
en des quantit§s atteignant Jusgu'a 90 nanograimaes) et 
le DNA-AAF, . ' 

13 L 1 invention ne se liiuite Svidemment pas aux modes 

de r§alisation -dicrite ei-dessus 3 titre d'exemples et 
l'hornrae de l'art peut y apporter des modifications sans 
pour an taut sortir du cadre des revendications d-apr&s. 
All titre des. variantes utilisables au niveau de la 
20 detection des hybrides formes avec la sonde selon 1* in- 
vention, on citera * 

-*Ia r£v£lation des hybrides formSs par la radio- 
activity^ par exeitiple grace a 1 'utilisation d' anticorps 
anti-DHA-AAF rendus radioactifs par de I'iode 125 ou 
25 131 bu de protSine A radioactive, qui va se fixer sur 
les anticorps , 

Enfin, au titre des variantes d* applications 
. possibles, on citera 1 ■ application de la sonde selon 
l f invention k la purification d'un ADN complementaire 
30 contenu dans une composition initials, notairaaent au moyen 

- de protfiine A associSe S un support solide (par 
exemple constituS de billes d* agarose)^ 

- d 1 anticorps prScipitants associSs ou non 3 un 
support solide (billes d' agarose, de latex, etc), 

35 pour assurer la precipitation selective de l'hybride 
f orme . 

Enfin fait partie des modifications restant dans le 
cadre des revendications la substitution possible de 

Tift ATI r - _ - 
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logue susceptible de se fixer -dans les meraes conditions 
sur certaines au moins des bases des nucleotides dont est 
constitute la sonde.' 
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• 

' REVINDICATION S 
1 - ProcedS de detection de la presence d'une sequence 
d' acide nuclSique telle cu'un gtne ou fragment de gene dans 
. una composition ou Schantillon presumS la contenir, . 
caracteris€ en ce que 1' on met en contact cette composi- ' 
5 tion avec uie sonde contenant «n acide nuclSigue complemen- 
taire de ia sequence d' acide nuclSique ou du gene recher- 
che" dans des conditions permettant notaniraent cette hybri- 1 
datiqn-, ladite sonde portant au mo ins un groupe-N-2- 
acitylaminofluorene fixe de fa'gon coyalente a'au moins 
10 l.'une des bases de cette sonde, l'§ventuelle presence de 
la sequence d' acide nuclSigue ou de gene recherche" Stant 
ensuite reliable pax action d'anticorps efficaces vis- 
S-vLs de la Nr2-(guanosine-'8-yli-acetylaminofluorene ou 
prSalablement prepares vis-a-vis de la sonde portant des. 
15 residue d'acStylaminofluorene. 

2 - ProcSdS' selon la revendication 1 eomprenant en 

- ■ outre la separation de 1'hybride forme, en'vue de la pu- " 
rificatio'n de ladite" sequence d' acide nucleigue, notam- 
ment par precipitation. 
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